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ANTICORPS MONOCLONAUX AMTIPOLIOVIRUS POUR L T I DEN T I F 1 0 A - 
TION DU TYPE ET LA DIFFERENTIATION Ii I TEAT YPI QUE CE 
SOUCHES ISOLEES DE POLIOVIRUS , HYBRIDES CELLULAIRES POUR 
LEUR FABRICATION ET PROCPDE DE DIAGNOSTI Z IN VITPO 
METTANT EN JEU DES ANTICORPS. 



L T invention cone erne dos anticorps rnono- 
clonaux antipolicmyelitiqu.es pour 1 T i de n t,i f icaticn du 
type et la di f f erenc iat io n intratypique a 1 une souche iso- 
iee de poliovirus, notammen t pour la determination de 
5 1' origine sauvage ou vaceinaie de cette scuche de polio- 
virus, des hybrides cellulaires pour la fabrication de 
ces anticorps et un precede pour realises les susdites 
identification et dif ferenciation. 

Les anticorps secretes par los lignees 

10 d T hybridornes etant monoc lonaux , lis sont en principe 
diriges contre un seul determinant an tigenique s et 
constituent done un materiel de choix pour 1 T etude de 
la variation antigenique. 

On sait qu'il existe trcis types serologiques 

15 de poliovirus (types 1, 2 et 3) qui ont les memes earac- 
teres biologiques et la me me propriete de provoquer chez 
I'homme la poliomyelite paralytique. Les trois types 
sont separables les uns des autres par reaction avec les 
anticorps respectifb dans des tests de reconnaissance 

20 serologique. En effet les anticorps relatifs a des anti- 
genes appartenant a un type determine neutralise specifi- 
quement la propriete du roliovirus corresp ondant de se 
repliquer dans la cellule animale . 

En sus des souches sauvages viruientes qui 

25 existent dans 1 f en vir onnement , provenant d'individus 

excreteurs de virus, on trouve aussi dans la nature des 
souches attenuees non viruientes. Les souches attenuees 
non viruientes proviennent es sent ie lie men t de sujets qui 
ont recu le vaccin ant ipoliomye litique oral (appele 

30 vaecin Sabin). Les sujets vaccines deviennent porteurs de 
virus et excretent dans les selles, pendant de longues 
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periodes, le virus du vacein. 

La presence chez l'individu sain ou dans 
l'environnement (eaux potables ov. r-siduelles) du polio- 
virus pose le probleme de l'origine de ce virus. II faut 
savoir par un test simple, si ce virus provient du vaccin 
oral, ou s'il s f agit d ! un virus sauvage. Ce probleme a 
ete aborde par I'O.M.S. (J. Biol. Standard 9-163 (198l)) s 
pendant plusieurs etudes collaboratives , sans pouvoir de- 
gager un procede efficace 3 dans un rapport intitule 
"Markers of poliovirus strains from cases temporarily 
associated with the use of live poliovirus vaccine" 
(Marqueurs de souches de poliovirus associes a l'utilisa- 



tlOn (ill V3Pf 1 n VI uanf 

^„ 



L' invention a pour but de remedier a ces 
15 difficultes, de fournir des moyens et plus particuliere- 
ment des batteries d'anticorps permettant de realiser 
les identifications de type et dif f erenciations intra- 
typiques de souches a l'interieur d'un meme type de 
poliovirus, une technique de fabrication de ces anti- 
20 corps et une methode pour les raettre en oeuvre dans ces 
essais d» identification et de dif ferenciation intra- 
typique . 

L' invention met a profit la decouverte qui 
a ete faite qu'il etait possible d'isoler des anticorps 

25 specifiquement diriges contre un nombre reduit , voire 
un seul determinant antigenique , a partir de cultures 
d'hybrides cellulaires, prealablement formes dans les 
conditions qui seront indiquees ci-apres, ces spgcifi ci- 
tes pouvant etre orientees selon les besoins, so.it a 

30 L'egard a la fois des souches sauvages et des souches 

attenuees ou seulement a l'egard de 1'une ou de 1' autre 
dans un type donne . 

L ' invention tire profit de ] a capacite de 
certains hybrides cellulaires ou "hybridomes " de pro- 
35 duire des anticorps monoclonaux specifiquement diriges 
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L f invention fait application des techniques 
decrites par KOULER et MIL'S IE IN (1973 - "Continuous 
cultures of fused cells secreting antibody of pre- 
defined specificity" - Nature, 236, H 95 ) 9 qui ont 
montre que des cellules provenant de turaeurs myelomateu- 
ses de souris pouvaient etre fusionnOes avec des cel- 
lules immunocytes, plus particu li erement des cellules 
spleniques d'un animal immunise au prealable, pour obte- 
nir des cellules hybrides qui acquierent la propriete 
"d'immortalitg" des cellules de turneurs myelomateuses 
et La capacite des cellules d'immunocytes, notamment 
des cellules spleniques, de secreter des quantites impor- 
tantes d'anticorps homogenes. 

II est remarquable que l'on ait pu , par la 
15 selection de lignees d'hybridornes raonoclonaux, dans les 
conditions qui seront indiquees plus loin, isoler les 
hybridomes producteurs d'anticorps qui, d'une part, sont 
suffisamment differences pour distinguer des souches 
sauvages et des souches attenuees et, d'autre part, des 
anticorps distincts, capables de reconnaltre a la fois 
et les uneset les autres a l'interieur du meme type. 

L 1 originality de l f invention reside entre 
autres dans le fait d'avoir pose dans ces termes le 
probleme de la recherche des anticorps distincts, qui 
25 permettrait d'operer les discriminations voulues, et 

d'en avoir tire les consequences pour la mise au point 
d'une methode d 1 identification et de dif f erenciat ion 
applicable a des souches nouvellement isolees sur le 
terrain, dans des conditions n'impliquant pas des essais 
30 techniquement delicats ou compliques. 

Dans l T un de ses premiers aspects, 1' inven- 
tion concerne done une batterie d'anticorps monoclDnaux 
pour le diagnostic et 1 ' i dent I f i ca t ion de poiioviras, ca- 
racterisee par trois groupes d f anticorps a 1 ' egard de 
35 poliovirus, appafctenant respect ivement aux sous-types 

serologiques (1), (2) ou (3), les anticorps monocicnaux 
de chaque groupe se repar t is s arit en 

- une premiere categorie d'anticorps actifs, mais ne pre- 



20 



2511702 



4 

sentant pas de di f f erenciation intratypique , 

- une deuxieme categorie d'anticorps actifs contre les 
souches attenuees, mais essentiellement depourvus d'ac- 
tivite a l'egard des souches sauvages correspondantes , 

5 - une troisieme categorie d'anticorps actifs contre la 
souche sauvage appartenant au sous-type serologique 
considere, mais essentiellement depourvus d'activite 
a l'egard des souches attenuees correspondantes. 

De preference, les anticorps appartenant 
10 aux premiere et deuxieme categories dans chacun des 
groupes susdits sont respectivement actifs contre : 

- la souche LSc 2ab, 

- la souche P 712 CH 2ab, 

- la souche Leon 12alb. 

15 m Ces dernieres souches, appelees aussi 

souches Sabin, sont en effet celles qui sont le plus 
couramment utilisees dans le monde entier pour la cons- 
titution des vaccins vivement attenues. Elles sont 
disponibles dans la plupart des laboratoires et peu- 

20 vent etre obtenues aupres de 1 'Organisation Mondiale 
de la Sante. Elles sont essentiellement a l'origine 
de la plupart des souches. attenuees que 1 ' on trouve 
maintenant dans 1 ' environnement, aux cotes des sou- 
ches sauVages, en parti culier des souches Mahoney, MEF 1 

2 5 et Saukett, dont elles ont en fait ete derivees. Comme 
deja indique plus haut, on sait que les techniques 
usuelles ne permettent pas, a 1 1 interieur d 1 un meme 
type, de distinguer les souches sauvages et les sou- 
ches attenuees. 

30 Dans une batterie preferee d'anticorps selon 

1' invention, les anticorps appartenant aux premiere et 
troisieme categories, dans chacun des groupes susdits, 
sont respectivement actifs contre ces souches, c'est- 
a-dire : 

35 - la souche Mahoney, 
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On salt en effet que les souches attenuees 
L5c 2ab , P 712 CH 2ab et Leon 12aib sent derivees des 

souches sauvaqes. 

.2 f i nventi on concorne aussi 1 a b arterie 
5 d'hybrides cellulaires pour La production des rroupes 
d f ant i corps mo no el on aux qui ont ote AG finis plus haut 
e t qui sont caracteris e s e n c e q u 1 ils resu 1 1 e n t d e 1 a 
fusion des cellules d ' une li^nee my 6 locate use et de 
cellules immuriocy tes , nctamment de ratea d , animaux J 

10 re spec tivement vaccines au proalable centre des polio- 

virus attenues j d ' une part, sauvages , d f autre part, pro- 
venant de cultures des trois types corres pondants . 

Les techniques de culture mises en oeuvre, 
dont un exemple sera d'ailieurs indique plus loin, 

15 sont en elles-memes connues. On pent a cet egard se 

reporter a l f article de KOKLER etMILSTEIM deja mentionne 
plus haut. En ce qui concerne des types de cellules de 
myelomes, des techniques preferees d ' immunisation de 
l r animal contre les antigenes auxquels correspondent 

2o l e s anticorps destines a etre produits par les cellules 
d 1 immunocy tes 3 notamment les cellules spleniques qui 
seront fusionnees avec les cellules des lignees myelo- 
ma te uses preferees, les animaux d'epreuve pre feres 
et les conditions de culture aboutissant a la formation 

25 des hybrides cellulaires du genre en question, on peut 
encore se reporter par exemple aux demandes de brevet 
europeen n° 00451£", 001679^ et OOI3795 ou a la demande 
de brevet francais n° 73 175^5 3 publiee sous le 
n° 2.39^-607. 

30 La batter ie pref eree d f hybrides selon 1 1 in- 

vention est caracterisee par trois grcupes de lignees 
aptes a re spe c tivement secrete r des anticorps ac ti f s 
a 1 1 egard de virus appartenant aux types ( 1 ) , ( 2 ) et 

'(3), et caracterises en ce que : 
35 (1) le premier grcupe conprend trois categories d T hybrides 

respe^ tiv erne n t capables do pr o A u i r e d e 3 a nticorps 

- actifs a la fois centre les souches LSc 2ab et 
Mahoney , 

- actifs contre la souche LSc 2ab, mais inactifs 
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contre la souche Mahoney , 

- actifs contre la souche Mahoney, mais inactifs 

Onnr.rp Is qnunhp T.Sr. Pah * 

(2) le deuxieme groupe comprend trois categories d ! hy- 
5 brides respe c tivement capables de produire dcs anti- 

corps 

- actifs a la fois centre les souches P 712 CH 2ab et 
MEF 1, 

- actifs " contre la souche P 712 CH 2ab, mais inactifs 
10 contre la souche MEF 1, 

- actifs contre la souche MEF 1, mais inactifs contre 
la souche P 712 CH 2ab ; 

\ j j ic ujl" kj _l o j_ Oilier ^ruu^ic ^ ^ui]j a. c i iu oi oi3 categories d ny 

brides r espectivement capables de produire des anti- 
15 corps 

- actifs a la fois contre les souches Leon 12alb et 
Saukett, 

- actifs contre la souche Leon 12alb, mais inactifs 
contre la souche Saukett 9 

20 - actifs contre la souche Saukett, mais inactifs 

contre la souche Leon I2alb. 

Un procede d'obtention preferee d T une batterie 
d T hybrides cellulaires susceptibles de former la batte- 
rie d'anticorps susdite est caracterise par les etapes 
25 qui consistent : 

- a immuniser des animaux r espec t ivement contre des 
virus appartenant aux trois types principaux (1), (2) 
et (3) et, a 1'interieur de chacun de ces types, a, 
d'une part, une souche sauvage et, d T autre part, a 

30 une souche attenuee ; 

- a prelever sur les animaux les cellules immunocy tes , 
de preference les cellules de la rate et a les mettre 
en cu 1 tu re ; 

- a fusionner les cellules de ces cultures avec des cel- 
35 lules d 1 une lignee myelomateus e ou analogue, propres 
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- a incuber ces clones cellulairos e t a tester la e a p a - 
cite de leurs surnageants respectifs a inhiber I T e: fet 
cy topathogene de cultures de virus homologues dans des 
essais de stroneu trails at i on, 

5 - a recueiliir et a repartir on groupss les cultures 

d'hybrides collulaires recueillies par types, selon les 
a c t i v 1 1 6 s des anticorps qu ' i 1 s s o n t s u s c e p b ib 1 e s d e 
produire a 1 ' egard des trois types de virus homologues 
consideres et, a 1 T inter ieur de chaque groupe, par 
10 categoric d ! hybrides collulaires, en fonotion de 1 ! acti- 
vity des anticorps qu'ils sont susceptibies de produire 
a l 1 egard des souches r espec t i vement attenuees et sau- 
vages homologues correspondantes , 

- a selectionner et recuperer dans chaque groupe et dans 
15 chacune des deux categories correspondantes, dans des 

essais repetes de seroneutralisation de cultures cellu- 
laires sensibles, en presence, d'une part, de virus sau- 
vages et, d f autre part, de virus atteriu.es appartenant 
tous deux au meme type, ceux des clones qui inhibent : 
20 (1) a la fois le virus sauvage et le virus inactive, 

(2) le virus sauvage, a l'exclusion des virus attenues, 

(3) le virus attenue, a 1* exclusion des virus sauvages. 

De preference, les tests de seroneutralisation 

mis en oeuvre dans le susdit precede sont realises sur 

25 des cultures de cellules semblab les, tel les que . cellules d'oricjine 

cancereuses humaines couramment utilisees pour 1 T etude des 

poliovirus , par exemple les cellules HEp-2 ou Helo en pre- 

2 3 

sence de doses de 10 a 10 DCP 50 de virus homologues 
et heterologucs , dans les epreuves de selection 

30 finale, on recueille dans chacun des groupes consideres 
les clones qui produisent respect ivement : 

- les anticorps monoclonaux d'une premiere categorie qui 
presentent un index de neutralisation au moins egal a 
2, de preference superieur a 3 3 tant vis-a-vis de la 

35 souche attenuee que de la souche sauvage corr espondant e , 

- les anticorps monoclonaux d'une deuxieme categorie qui 
presentent un index de neutralisation au moins egal a 2, 
de preference superieur a 3, a 1 1 egard de la souche 
attenuee, et un index de neutralisation prat iquement nul 
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vis-a-vis de la souche sauvage, 
- les anticorps monuclonaux d'une trcisiene categorie, qui 
presentent un index de neutralisation au moins egal'a 2, 
de preference superieur a 3 3 a l'egard de la souche 
5 sauvage, et un index de neutralisation pratiquement nul 
vis-a-vis de la souche attenuee. 
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On rappellera, pour memoirs, que les unites 
DCP 50 dont question dans ce qui precede represent ent 
les d o s e s cy tcpatho g o ne s 5 O d e v i r u s q " ^ i c o rresp o i i d e n t 
a ]a dilution de virus entrain ant la mart de -0 % des 
notes sensible s a lour contact. 

On rap p e 1 1 e r a a u s s i q u o j. f e x p re ssi .m "index 
de neutralisation" correspond a la difference entre les 
logarithmes des tit res correspondant aux ooses de virus 
ne cess aires a la destruction de '50 % des cultures cel- 
lulaires sensibles au contact desquell.es ils se trouvent 
places, dans les conditions qui ont ete rappelees ci- 
dessus, lorsque les mesures sont effoctuees^d'une part, 
en presence et , d 1 autre part, en 1 'absence de la catego- 
rie d 1 an ti corps monoclonaux dont le niveau d'activite 
est recherche. En 1 ' occurrence , on dira qu'une categorie 
d r anticorps monoclonaux presente un index de neutralisa- 
tion egal a 2, lorsque, en sa presence, le tit re des virus 
necessaires a l'obtention d ! une destruction de 50 % des 
botes celiulaires a lour contact est egal a 100 fo is la valeur du 
t i t r e c ondi x is ant au mem e r c su 1 1 at , en .1 ' ah s er ic e ae c e s a: 1 1 i c o rps . 

L f invention conerne egalernent 1 'application 
des batteries d r anticorps monoclonaux selon 1* invention 
a un diagnostic relatif au car act ere attenue ou sauvage 
d'une souche inconnue nouve llement isolee, caracterisee 
par les etapes qui consistent : 

- dans une premiere* e tape , en des essais de seroneutrali- 
sation de cultures de cellules sensibles en presence 
respectivement des trois anticorps monoclonaux de 
"premiere categorie" des trois grcupes susdits, le 
virus isole etant presume comme appartenant aux premier, 
second ou trois i erne type, selon que le virus isole est 
inhibe par 1 ! anticorps appartenant aux susdits premier, 

'deuxieme et trois i erne groupes susdits, et 

- dans une seconde etape, en des essais de seroneutrali- 
sation iC petes dans des conditions semblables vis-a- 
vis d T anticorps respectivement de "deuxieme categorie" 
et"troisieme categorie" du groupe correspondant au 
type determine dans les premiers essais de seroneutra- 
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lisation, le virus isole etant presume comme appartenant 
a une souche attenuee ou sauvage, selon qu f Il est inhibe 
par les an'uicorps de ' T deuxieme categorie" ou par les 
anticorps de "troisieme categorie 1 '. 
5 De preference, on realise a des fins de 

controle les memes essais de seroneutralisat ion avec les 
memes anticorps a 1 T egard des virus honologues, tant en 
ce qui concerne le type qu'en ce qui concerne les cate- 
gories de virus homologues a I'interieur de ce meme type, 

10 la presomption de rattachement du virus isole a un type 
et a une categorie particuliere de souches a l'interieur 
de ce type etant alors d'autant plus forte que les index 
de neutralisation mesures sont du meme ordre de grandeur 
que ceux obtenus avec la souche homologue, de meme type 

15 et de meme categorie. 

D T autres carac teris tiques de 1' invention appa- 
raitront encore au cours de la description qui suit 
d'exemples de fabrication de lignees cellulaires produc- 
trices des differents anticorps monoclonaux entrant dans 

20 les groupes et categories sus-definis, ainsi que des 
conditions de leur utilisation, notamment dans des 
epreuves de diagnostic du type et de la categorie aux- 
quels peut se rattacher un poliovirus nouvellement isole 
chez un'individu ou dans le milieu ambiant. 



1 ~ Preparation des hybridome s . 

Les anticorps monoclonaux qui ont ete prepares 

sont diriges contre les souches suivantes : 
Type 1 : a) so uche Manoney - prototype de laboratoire 
pour le virus sauvage et virulent ; 
b 1 sou che LSc 2ab - prototype de virus attenue 
utilise dans la preparation du vaccin oral \ 
Type 2 : c) souche MEF 1 - prototype de laboratoire poui 
le virus sauvage et virulent ; 
d) souche P 712 CH 2ab - prototype de virus 
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s c u c he Leon 1 _ ; a 1 b - prototype do laboratoire 
de virus attenue, utilise dans la prepara- 
tion du vac c in oral. 
Plus parti culie r omen t, on a prepare des anti- 
5 corps monoclonaux qui or it en prineipe deux proprietes 
f ondamentales : 

a) ils sont capable s de reoonnaitre le type de polio- 
virus (1, 2 ou 3) ; 

b) ils sont capables, a I'interieur de chaque type, de 
10 reconnaitre le sous-type. Cette specificite de sous- 
type permet la dif f erenciat ion des souches sauvages 
de celles provenant du vaecin oral. 

Les sequences successives de la preparation ont 
ete les suivantes : 
15 'A - Immunisation des souris . 
1 . Ant igene . 

L'antigene pour 1 1 immunisation des animaux est 
constitue d'une suspension de poliovirus active en par- 
tant des souches ; 
20 type 1 : Mahoney et LSc 2ab , 

type 2 : MEP 1 et P 712 CH2ab, 
type 3 : Saukett et Leon 12alb. 

Les virus sont d'abord inocules sur des cultures 
de eel lu les humaines , HEp-2 ' ~~~ ' 

25 qui proviennent d T un cancer humain. Lorsque les cellules 
sont completement detruites par le virus, on recolte le 
liquide surnageant qui contient le virus. Cette suspen- 
sion virale est ensuite u ltracentr i f ugee pendant 
3 heures a 100.000 x g pour concentrer le virus. 

30 La suspension finale doit contenir une quantite 

q . ... 

de virus d T environ 10' unites mfectxeuses par millilitre. 

Des groupes de 3-U souris Balb/c regoivent par 
voie intraperi toneale une premiere injection de virus 
35 (0,2 ml). Apres quatre semaines, une deuxienie injection 
avec la me me quantite de virus est effectuee, cette fois 
par voie int raveineuse . 

Trois a quatre jours apres la derniere injection 3 
les souris sont sacrifices et la rate est prelevee et 
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mise en culture. 

B - Mise en cul ture, fusion et selection (myelome + 
cellules de rate). 

Les cellules spleniques sont fusionnees avec les 
5 cellules HGPRT deficientes de la lignee myelomateuse 

Sp2/0-Agl4 (SHULMAN M., WILDE CD. and KOHLER 6. (1978) - 
"A better cell line for making hybridomas secreting spe- 
cific antibodies" - Nature, 276, 269-270). Les melanges 
des cellules- parentales sont incubes en presence de poly- 

10 ethylene-glycol (PEG) 1000 a 30 2. Apres elimination du 
PEG, les cellules sont distributes dans des plaques a 
cupules multiples. Apres 48 heures d < incubation, le 
milieu cclcctif contenanu de 1 : azaserine (iu yM ) et de 
l T hypoxanthine (50 yM) est ajoute. Ce milieu ne permet 

15 la croissance que des seules cellules hybrides dont les 
colonies deviennent visibles vers le huitieme jour. A 
partir du quatorzieeme jour, les surnageants des cupules 
contenant les colonies hybrides suffisamment developpees 
sont testes pour la presence des anticorps antipolio 

20 (voir § C). Les hybridomes positifs sont sous-clones 

par la technique des dilutions limites pour, d'une part, 
s f assurer du caractere monoclonal des anticorps secretes 
et, d ? autre part, dans certains cas obtenir la stabilite 
de la secretion. 

2 5 c ~ Selection des hybridomes secretant des anticor ps 

antipolio . 

Tous les clones cellulaires obtenus apres la 

fusion et la selection ne secretent pas les anticorps 
souhaites. II est done necesaaire de selectionner : 
30 les clones cellulaires fabriquant des anticorps et 

2°) les clones secretant une certaine eategorie d T anti- 
corps . 

Dan s ce but,, on utilise la reaction de n eu t r a 1 i - 
setion et la reaction immunoenzymat ique appelee ELISA 
35 (AVRAMEA3 3. and TERNYNCK T. (1971) - "Peroxidase 
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Clinic la Immunology (Eds Rose 



- . n . -x rr: earn an ti 
Amer, Soc . Microbiol. , p. 506) 



11 ~ Dgjte c tion des anticorps monoclonaux . 
^ " StTroncu t rail sat ion 
5 Le surnagcant de culture d • hyb ridomes a tester est 

mis en contact deux heures a 37° C avec 100 DCP 50 de 
virus homo.iogue (le memo ^ue celui utilise pour I 1 immuni- 
sation des souris). L'effet cy t opa thoge tie restart est 
determine :;>ur une culture de cellules H£p-2 . Les surna- 

10 geants qui Inhibent l'effet cy t opathoge ne sent conside- 
red comme positifs et les clones de cellules qui Pont 
produit sont select ionnes et utilises comme source 
d'anticorps monoclonaux (AM). 

On effectue ensuite la selection des AM speci- 

15 fiques dans les conditions qui ont ete indiquees plus 

haut par le titrage, pour chaque type, du pouvoir neutra- 
lisant des AM correspondants centre la souche homologue 
(par exemple la souche sauvage) et heterologue (par 
exemple la souche attenuee) du meme type serologique, 

20 pour determiner leurs Index de neutralisation dans les 
conditions qui ont etc mentionnees plus haut et qui se- 
ront rappelees plus loin, lorsuue le meme type de rnesure 
sera fait a regard de 1 1 identification de souches 
sauvages dans des essais de diagnostic in vitro. 

2 5 B - Test immu n o e r\ z y m a t i q ue . 

L ! antigene de reference (le virus utilise comme 
antigene immunisant) est fixe sur un support solide (par 
exemple des plaques a 96 cupules en polystyrene, mem- 
branes de nitrate de cellulose). Les surnageants des cul- 

30 tures d'hybridomes sont mis en contact avec les sur- 
faces recouvertes d f antigene. 3i des AM homologues a 
l'antigone existent, ils vont cu;re retenus par l'anti- 
gene. Leur presence peut etre ensuite detectee avec des 
anticorps aritl-souris de ohevre marques a la peroxydase. 

35 La presence de la peroxydase determine le changement de 
couleur d'un reactif qui contient le substrat specif ique 
de 1* enzyme (HO). Done, tout changement de couleur va 
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indiquer la presence dans 1 e sunvjgear;t respect if des 
AM reconnaissant l'antigene utilise dans le test. 



Ill - Utilisation des anticorps monoclonaux ant i polio - 
v i ru s . 



5 Ex enipl e 1. identification du type de polio virus par 

les anticorps monoclonaux. 
Le type serologique d 1 un virus polio isole en 
terrain peut etre determine a I'aide des anticorps mono- 
clonaux neutralisant s specifiques de type. On utilise une 
10 batterie de trois AM, correspondant aux trois types du 

virus polio, dans un test de seroneu tralisation, Une 

2 ^ 

dose d T environ 10 - lCr DCP 50 de virus a tester est 
mise en contact avec chacun des trois types d T AM. Ensuite, 
l'effet cytopathogene (ECP) restant dans chaque melange 
15 virus-anticorps est determine sur une culture de cellules 
HEp-2. Le type de virus est etabli par rapport au type 
d T AM qui ont neutralise le virus (Tableau I). De prefe- 
rence, on a recours a des essais comparatifs confirma- 
tifs. 

20 Tableau I 



25 



Virus 
polio 



r e f . type 1 
ref. type 2 
re f . type 3 



ECP apres contact avec 



milieu de 
culture 



AM antipolio type 
1 2 3 



Type 

du 
virus 



30 



souche 2/73 
souche 35/7^ 
souche 6/80 



2 
3 
1 
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Lxernple 2 . Do t e r m i n a t i ■:< n d u s ou s - 1 y p e d e v i r u 3 p o 1 i o 
( dif f erenciat ion uu virus sauvage li virus 
at tenue ) . 

Les AM p e r me 1 1 e :i t , p ar 1 eu r capacite aiscriir.inatoire , 
5 1 r identification de I'origine genet Ique des s ouches de polio - 
virus i so lees en terrain. La carac t erisation antigenique des 
polio virus dont le type a deja ete etabli se rait avec des 
AM specifiques d e souche ( s au vag s on a 1 1 e nu 6 e ) a v e c u n test 
d 1 index de neutralisation. La souche a controier est titree 
10 en absence et en presence d r AM specifiques des souches sau- 
vage et attenuee du meme type serologique . L T appartenanc e 
antigenique est etablie par rapport a la difference du log 
titre du virus en absence et en presence de chaque catego- 
rie d'AM (index de neutralisation). On considere une souche 
15 comme ayant une origine sauvage ou attenuee quand 1 1 index 
de neutralisation face aux AM respectifs est du meme ordre 
que celui de la souche de reference homologue (tableau II). 

Dans le tableau II, on presente un exemple de test 
d ' identification intratypique des trois souches de polio- 
20 virus, pour etablir leur origine sauvage (virus virulent : 
S) ou attenuee (virus provenant du vaccin : A). 

Tableau II 



Virus polio type 1 


Index de neuti 
face aux AM cc 

Mahoney 


a) 

"alisation 
:>ntre virus 

LSc 2ab 


Carac terisation 
antigenique t>) 


References 

- Mahoney (sauvage) 

- LSc 2ab (attenuee) 


3,5 
0,5 


0 

4,0 


S 
A 


a tester 

- souche 8/79 

- souche 9/79 

- souche 21/80 


3,5 
3,0 

0 


0 
0 

^>5 


S 
S 
A 



25 



30 



a) Index de neutralisation = difference entre le log titre du 
virus en absence et en presence des AM respectifs ; 
35 b ) S = sauvage (virulent, type Mahoney), 
A = attenue (du vaccin, type LSc 2ab ) . 
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Les anticorps selon l'invention peuvent etre 
utilises tels quels, dans les surnageants de culture, 
apres separation des hybrides cellulaires. 

Ces surnageants peuvent etre conserves par 
5 congelation. lis peuvent aussi etre lyophilises. 

On peut egalement obtenir les anticorps a 
I'etat purifie, notamment par precipitation a I'aide 
d T un agent, tel que le sulfate d 1 ammonium, susceptible 
de modifier la force ionique du milieu. Le caractere 
IQ monoclonal des anticorps permet d'atteindre des con- 
centrations elevees . 

Ces anticorps peuvent etre l'objet de nom- 
breuses applications . 

Par exemple , il est evident qu'un autre avantage 
15 considerable des anticorps monoclonaux est le fait qu'ils 
remplacent les animaux qui servent a produire les serums 
hyperimmuns (lapin, cheval, veau, etc...). 

A la place des animaux qui coutent tres chers 
et demandent un endroit special pour la mise en stabula- 
20 tion et qui produisent des serums de specificite mediocre (melanges 

d T anticorps inconnus et variables d T un animal a 1 T autre), l'invention 
permet de preparer des anticorps dans une culture de cellules au 

niveau du laboratoire. 

lis peuvent aussi etre utilises pour la prepara- 
tion des colonnes de chromatographie d 1 af finite, par 
25 exemple pour la production du vaccin ; ou encore comme 
sonde immunologique pour la detection des polypeptides 
viraux dans la cellule bac ter ienne ou animal e . 

Ce dernier cas concerns surtout la situation 
quand une copie du genome ARM du poliovirus ou un segment 
30 du genome est insere dans la cellule bacterienne ou ani- 
male par les methodes de r ecomb inaison de l'ADN. 

Les souches d'hybridomes appartenant a une bat- 
terie de souches preferees ont ete deposees le 24 aout 
1981 a la Collection Nationale de Culture de Micro- 
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act if s 

- contre a la fois LSc 2ab et Mahoney, 

- r> nnf -w-> ^ TO,-, -~i -U . i 

- contre Mahoney seulement ; 

(2) X - 170 > et 1-172 , pcur le3 souches 

produisant des anticorps runoclcnaux respect ivc-rnent 
act if s 

- contre a la fois P 712 CH 2ab et M*SF 1, 

- contre P 712 CH 2ab seulement 

- contre MEF 1 seulement ; 

1-174 > 1-175 et 1-176 , pour les souches 

produisant des anticorps monoclonaux respec tivement 
ac t if s 

- centre a la fois Leon 12alb et Saukett, 

- contre Leon 12a lb seulement, 

- contre Saukett seulement. 

Comme il va de soi et eemme il resulte d'ailleurs 
deja de ce qui precede, 1' invention ne se limit e nullement 
a ceux de ses modes d • application et de realisation qui on! 
ete plus specialement envisages ; elle en embrasse au con- 
traire toutes les variantes. 
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REVEND T CAT I ON S 



1 - Batterie d'anticorps monoclonaux pour le 
diagnostic et i f ident if ication de poliovirus, caracterisee 
par trois groupes d T anticorps a 1 ! egard de poliovirus, 
appartenant r espec t iv ement aux sous-types serologiques 

5 (1) 5 (2) ou (3) 3 les anticorps monoclonaux de chaque 
groupe se repartissant en 

- une premiere categorie d T anticorps actifs, mais ne pre- 
sentant pas de dif ferenciation intratypique , 

- une deuxieme categorie d'anticorps actifs contre les 

10 souches attenuees, mais essentiellement depourvus d T ac- 
tivite a 1 ! egard des souches sauvages correspondantes 3 

- une troisieme categorie d T anticorps actifs contre la 
souche sauvage appartenant au sous-type serologique 
considere, mais essentiellement depourvus d'activite a 

15 1' egard des souches attenuees correspondantes. 

2 - Batterie d T anticorps monoclonaux selon la 
revendication 1, caracterisee en ce que les anticorps 
appartenant aux premiere et deuxieme categories dans 
chacun des groupes susdits sont respect ivement actifs 

20 contre : 

- la souche LSc 2ab 5 

- la souche P 712 CH 2ab, 

- la souche Leon 12alb. 

3 - Batterie d'anticorps monoclonaux selon la 
25 revendication 1, caracterisee en ce que les anticorps 

appartenant aux premiere et troisieme categorie dans cha- 
cun des groupes susdits sont respec t ivement actifs contre : 

- ia souche Mahoney, 

- la souche MEP 1 > 
30 - la souche ^aukett . 

4 - Batterie d'anticorps monoclonaux selon 
l T une quelconque des revendicat ions 1, 2 et 3, caracteri- 
see en ce que, dans chacun des susdits groupes : 
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- les anticorps de la deuxienie categorie presentent un 
index de neutralisation au moins egal a 2 a 1 ' egard de 
souches attenuees et un index de neutralisation pratique- 
ment nul a 1 ' egard des souches sauvages, 
5 - les anticorps de la troisieme categorie presentent un 

index de neutralisation au moins egal a 2 a 1' egard des 
souches sauvages et un index de neutralisation pratique- 
ment nul a 1 '.egard des souches attenuees. 

5 - Batterie selon la revendication 4, caraete- 
10 risee en ce que les index de neutralisation non nuls, te- 

moignant de l'activite des aziticorps vis-a-vis d'un type 
ou sous-type determine de poliovirus, sent au moins egaux 
a 3. 

6 - Batterie d'hybrides cellulaires pour la 
15 production des groupes d'anticorps monoclonaux selon les 

revendications 1 a 5, caracterisee en ce qu'ils sont for- 
mes par des hybrides cellulaires resultant de la fusion 
des cellules d 1 une lignee myelomat euse et de cellules 
immunocytes, notamment de rates d'animaux, respec tivement 
20 vaccines au prealable contre des poliovirus attenues, 

d'une part, sauvages, d' autre part, provenant de cultures 
des trois types correspondants . 

7 - Batterie d'hybrides cellulaires selon la 
revendication 6, caracterisee par trois groupes de lignees 

25 aptes a respec t ivement secreter des anticorps actifs a 

1' egard de virus appartenant aux types (1), (2) et (3), et 
caracterisee en ce que : 

(1) le premier groupe comprend trois categories d'hybrides 
respectivement capables de produire des anticorps 

30 " actifs a la fois contre les souches LSc 2ab et 

Mahoney , 

- actifs contre la souche LSc 2ab 3 mais inactifs 
contre la souche Mahoney, 

- actifs contre la souche Mahoney, mais inactifs 
35 contre la souche LSc 2ab ; 

(2) le deuxieme groupe comprend trois categories d'hybrides 
respectivement capables de produire des anticorps 
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- actifs a la fois contre les 5 ouches P 712 CH 2ab et 
MEP 1, 

- actifs centre la souche P 712 CH 2ab , mais inactifs 
contre la souche MEP 1, 

5 - actifs contre la souche MEF 1, mais inactifs contre 
la souche P 712 CH 2ab ; 
(3) le troisieme groupe comprend trois categories d ! hybrides 
respect ivement capables de produire des anticorps 

- actifs a la fois contre les souches Leon 12alb et 
10 Saukett, 

- actifs contre la souche Leon 12alb, mais inactifs 
contre la souche Saukett, 

- actifs contre la souche Saukett, mais inactifs contre 
la souche Leon 1 2 alb . 

15 8 - Procede d'obtention d'une batterie d'hy- 

brides cellulaires susceptibles de former respectivement 
une batterie d T anticorps conformes a la revendication 7 3 
caracterise par les e tapes qui consistent : 

- a immuniser des animaux respectivement contre des 

20 virus appartenant aux trois types principaux (1), (2) 

et (3) et, a l'interieur de chacun de ces types, a, 
d'une part, une souche sauvage et, d 1 autre part, a 
une souche attenuee ; 

- a prelever sur les animaux les cellules immunocytes, 
25 de preference les cellules de la rate et a les mettre 

en culture ; 

- a fusionner les cellules de ces cultures avec des cel- 
lules d T une lignee my elomat euse ou analogue, propres 

a former des lignees d'hybrides cellulaires avec les 
30 precedenteSj separables des cellules myelomat eu se s 

non fusionnees, et a recuperer des clones cellulaires 
individualises resultant de la fusion ; 

- a incuber ces clones cellulaires et a tester la capa- 
city de leurs surnageants respectifs a inhiber l'effet 

35 cytopathogene de cultures de virus homologues dans des 
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les activit.es des anticorps q u 1 i is L-.ont s ■ ; s j e p t i L 1 o s i e 
prod u ire a 1 'egard des trcis types ::e virus :;or:;oI:£ues 
luii^iuti't':' u u , ■. i l iiiL.t'1'ic..n' u ^ ! - u ' i '-<. - l-> ~ : •'■ • - j ! - " 
categories d 1 hybr ides celiulaires , e n donation de I'acti- 
5 vite des antic cr-ps qu'ils sont s u so -p i; id 1 c s de prouuire 
a I'egard des s ouches re spec tivc.'ior.t. attendees et salva- 
ges homo log ues cor responcantes , 

- a selection ner ot recuperer dans chaqae groupe et dans 
chacune des deux categories correspondantes, dans des 

10 essais re petes de scroneutra 'Lisa t ion de cultures ceilu- 
laires sensible s, en presence, d'une part, do virus sal- 
vages et, d' autre part, de virus atte-nues ap par tenant 
tous deux au meme type, coax des clones qui inhibent : 
(1) a la fois le virus sauvage et le virus inactive, 

15 (2) le virus sauvage, a l f exclusion des varus attdnues, 
(3) le virus attenue, a 1 T exclusion des virus sauvages. 

9 - Precede selon la revindication 8, oarac- 
terise par le fait que les tests de s er oneu t rai isat ion 
susdits sont realises sur des cultures de cellules sen- 
20 sibles en presence de doses de virus de Id'' a adV Dd^ p0 de 
virus homologues et que, dans l'epeuve de selection finale, 
on recueille dans chacun des groupes consideres les 
clones qui produisent respectivement : 

- les anticorps monoclonaux d'une premiere categorie qui 
25 presentent un index ae neutralisation au moins egal a 2, 

de preference superr»eur a 3, tant vis-a-vis de la 
souche attenuee que de la souche sauvage correspondante, 

- les anticorps monoclonaux d'une dcuxieir.e categorie qui 
presentent un index de neutralisation au moins egal a 2, 

30 de preference superieur a 3, a regard de la souche 

attenuee, et un index de neutralisation prat iqu orient nu I 
vis-a-vis de la souche sauvage, 

- les anticorps monoclonaux d'une troisieme categorie, qui 
presentent un index de neutralisation au raoins egal a 2, 

35 de preference superieur a 3> a 1 ' ogard de la louche 

sauvage, et un index de neutralisation prat a querent rial 
vis-a-vis de la souche attenuee. 
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10 - Application des anticorps monoclonaux 
sur l'une quelconque des revindications 1 a 9 a un 
liiarnosf.To ^eJa.tif a 1 ! c?ractore attenue ou sauvage d'une 
souche inconnue nouvellement isolee, caracterisee par 
5 les etapes qui consistent : 

- dans une premiere etape, en des essais de seroneutra- 
lisation de cultures de" cellules sens ib les en presence 
respec tivement des trois anticorps monoc lonaux de 
"premiere categorie" des trois groupes susdits , le virus 

10 isole etant presume comme appartenant aux premier, 

second ou troisieme type, selon que le virus isole est 
inhibe par I 1 anticorps appartenant aux susdits premier, 
d eu xic m e et trois i ern e groupes susdits, et 

- dans une seconde etape, en des essais de seroneut rali- 
15 sation repetes dans des conditions semblables vis-a- 
vis d f anticorps respec tivement de "deuxieme categorie" 
et "troisieme categorie" du groupe correspondant au 
type determine dans les premiers essais de seroneutra- 
lisation, le virus isole etant presume comme apparte- 

20 nant a une souche attenuee ou sauvage, selon qu f il 

est inhibe par les anticorps de "deuxieme categorie" 
ou par les anticorps de "troisieme categorie". 



